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罗马生菜的组织培养及无性系建立 

乔 旭 刘 玲 高 洋 李铁松 姜长阳 

(辽宁师范大学生命科学学院，辽宁大连 116029) 

摘要 以罗马生菜的嫩 茎为外植体诱导愈伤组织，选取诱导率最高的嫩茎愈伤组织为材料 ，进行愈伤组织的分化培养和不定 芽的生 

根培养，建立起 罗马生菜的无性 系。结果表 明，1／2MS+NH3-12PO 50rag／L+BA O．5rag／L+2，4一D 1．2mg／L为对诱导罗马生菜嫩 茎形成具有 

分化能力愈伤组织理想培养基；1／2MS+AgNO30．4mg／L+BA0，2mg／L+NAA O．Img／L是罗马生菜颗粒状愈伤组 织和不定芽分化培养的理 

想培养基；1／3Ms+IAA0．6mg／L是试管苗生根培养的理想培养基：移植于田间的试管苗生长旺盛、根 系发达、鲜菜产量提高 16％。 
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生菜(Lactuca Sativa L．vat．roman．Hort)是莴苣的一个变种， 

又称叶用莴苣，而罗马生菜是生菜的一个品种，属于菊科山 

莴苣属一年生或二年生草本 栽培植物【1．21。罗马生菜是由国 

外培育的杂交种．大连郊区农民的近年引种证明 ，该品种因 

具有生长速度快 、产量高、抗逆性强、易于栽培、叶子鲜食、 

口感好而颇受农民和消费者欢迎；但是由于是杂交种，国内 

无法制种，生产用种只能依赖于进口．从而限制了生产的发 

展 。为此，我们进行了罗马生菜的组织培养和无性系建立的 

研究，以期获得试管苗，满足人们生产和消费的需要。 

1 材料与方法 

1．1 材料及灭菌 

将大连市甘井子区农民种植于田间生长 非常旺盛的罗 

马生菜嫩茎采回来后，放入 250mL的磨口广口瓶中，用清水 

冲洗 约 20min；再用 0．05％的安利液振 荡洗涤 lOmin左右 

后 ，用无菌水洗涤 2次 ．然 后将其移 到超 净工 作台 上。用 

75％的乙醇振荡灭菌约 30s后 ．迅速用无菌水洗涤 2次， 

再用 0．05％的 HgC1 溶液振荡灭菌 2min，接着用 0．025％的 

HgCl2溶液振荡灭菌 16min，最后用无菌水振荡洗涤 5次 ， 

即获得无菌材料。 

1．2 培养条件 

以附加不同浓度的细胞分裂素、生长素的 MS、1／2MS、 

1／3MS为培养基，固体培养基琼脂含量为 4．5g／L，愈伤组织 

诱导和分化幼芽的培养基含蔗糖 30g／L，生根培养基为 10g／L， 

培养基 pH值 5．8~6．0；培养温度 25+1~(2，愈伤组织诱导进行 

暗培养。芽的分化和根的诱导培养均于光照条件下进行．光 

照时间 12h／d，光照强度 3 000Lx左右；炼苗在 日光温室大 

棚中进行，光照强度 4 000Lx左右，温度 20±6℃。 

2 结果与分析 

2．1 不同培养基对罗马生菜愈伤组织诱导的影响 

将无菌嫩茎去皮后 ，切成 0．2~0．4cm 块状 ，接 种在附加 

不 同浓 度 的 2，4-D、NAA 的 MS+NH4H2PO 50mg／L+BA 

0．5mg／L和 1／2MS+NH4H2Po 50mg／L+BA 0．5mg／L培养基 

上暗培养，每种培养基接种 80块材料。培养 30d左右．在多 

数培养基上能诱导生长出较为松散的愈伤组织。继续培养 

到 60d观察统计，结果见表 1。在添加上述 2种生长素的培 
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养基上都能形成愈伤组织：但其浓度不同对愈伤组织的诱 

导率不同。一般情况下诱导率随着浓度的提高而增大；但当 

2种生长素配合使用且浓度同时超过 1，2mg／L时 ．愈伤组织 

诱导率有降低的趋势。可见，高浓度生长素抑制了愈伤组织 

的生长。在 2，4一D与 NAA单独使用，且浓度达到和超过 

1．2mg／L的培养基 上，愈伤组织的诱导率达到了 100％。观察 

发现 ，在 2，4-D浓度为 1．2mg／L的 1／2MS MS+NH4H2PO 

50mg／L+BA 0．5mg／L培养基上，不仅愈伤组织的诱导率达 

100％、生长速度快，而且所生长愈伤组织为淡黄色的颗粒 

状。这种愈伤组织具有分化能力M。把这种愈伤组织在相同 

的培 养基上进行继代培养，连续培养 6代 ．除 了每代的培养 

时间为50d外．继代培养的愈伤组织形状保持不变，平均每 

代 生 长 增 殖 率为 32倍 。这 种培 养 结 果 表 明 ．1／2MS+ 

NH4H2PO4 50mg／L+BA 0．5mg／L+2，4-D 1．2mg／L这 一 培 养 

基为诱导罗马生菜嫩茎形成具有分化能力愈伤组织的理想 

培养基。 

表 1 不同浓度生长素对罗马生菜愈伤组织诱导 的影响 

生长素浓度／／rng／L MS 1／2MS 

NAA 2，4-D 诱导数∥颗 诱导率／／％诱导数∥颗 诱导率∥％ 

2．2 愈伤组织的分化培养与不定芽的分化继代培养 

将在 1／2MS+NH4H2PO4 50mg／L+BA 0．5mg／L+2，4-D 

1．2mg／L培养基上继 代培 养的嫩茎淡 黄色颗粒状愈伤组织 

分散成颗粒状后，接种到附加不同浓度BA、NAA的 1／2MS+ 

AgNO 0．4rag／L、1／3MS+AgNO 0．4mg／L进行 愈伤组 织 的 

分化培养 。每 种培养基接 种 200个愈伤组织 颗粒。接种后 

15d左右 ，在有的培养基上可见开始分化 。随着培养时间的 
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延长。在有的培养基上逐渐形成分化出高矮不等的不定芽。 

50d时观察统计 ．结果见表 2。在只加不 同浓度 BA培养基上 

和浓度 为 0．5mg／L的 BA与浓度为 lmg／L的 NAA配合使 

用培养基上 ，以及浓度为 lmg／L的 BA与不同浓度为的 

NAA配合使用培养基上，颗粒状愈伤组织不能分化。而在 

BA 含 量 为 0．2mg／L、NAA 含 量 为 0．1mg／L 的 1／2MS+ 

AgNO，0．4mg／L培养基上 ，不仅颗粒状愈伤组织 的分化率 

达 100％，而 且分化 的不定 芽长 势旺盛 。观 察还表明 ，培养 

30d左右．在这一培养基上由颗粒状愈伤组织分化培养的不 

定芽 的基部 ，还能分化 出 3~5个不定芽 ，使之形成丛生状分 

化不定芽。把上述培养的不定 芽从基部切开形成单芽后 ，接 

种到相同培养基上分化继代培养，培养 45d会分化出生长 

较旺盛丛生不定芽 。平均分化增殖率为 5．8倍 。经过连续 11 

次 的继代培养 。其分化 率和丛生 不定 芽的长势基本保持不 

变。由此可见 ，1／2MS+AgNO3 0．4mg／L+BA 0．2mg／L+N从  

0．1mg／L是罗马生菜颗粒状愈伤组织和不定 芽分化培养 的 

理想培养基。 
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表 2 不同浓度的植物激素对愈伤组织不定芽芽分化的影响 

注：+++为长势非常旺盛；++为长势旺盛；+为长势一般。 

2．3 不同浓度植物生长素对生根的影响 

将培养的丛生不定芽从基部剪下，接种到含有不同浓 

度生长素的 1／3MS培养基上进行生根培养。每种培养基接 

种 100个不定芽。接种 7~10d后 。部分培 养基能形成 可见 的 

根原基。25d时观察统计，结果见表 3 附加不同浓度 IBA 

和不加生长素的生根培养基上不能诱导生根 ．而在附加不 

同浓度 I从 、NAA的生根培养基上均可诱导生根。但不同浓 

度 NAA生根率不及 I从 。在含有浓度为 0．6mg／L的 I从 生 

根培养基上，不仅生根率为 100％、平均每株生根数为 7．4条 ， 

而且生根试管苗株高为 5~6cm、生长旺盛。在这一培养基上 

进行了 6次生根培养试验 。结果试管苗的生根率、长势等保 

持不变。上述结果说明 。1／3MS+IAA 0．6mg／L是罗马生菜生 

根培养的理想培养基 。 

2．4 试管苗的移栽 t 

选择根系正常 、生长旺盛的试管苗培养瓶 ，将瓶塞打 

开，于温室中炼苗 4d左右 ，取出试管苗 ，立刻用清水洗去基 
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表 3 不同浓度生长素对生根培养的影响 

部的培养基。移栽到分别铺有 6~7cm厚河沙、珍珠岩、炉灰 

渣和肥沃园土 4种不同移栽基质的温室苗床上。在温度 18~ 

26qC、湿度 90％以上 、无直射光照的条件下 ，15d左右开始正 

常生长。30d时观察统计发现，以炉灰渣和河沙为基质的苗 

床上试管苗成活率达 94％以上，且生长旺盛、整齐、根系发 

达。移栽试验重复了 5次，结果基本一致。这说明炉灰渣和 

河沙是罗马生菜试管苗移栽的理想基质。 

4月下旬至 5月上旬，把在温室中移栽成 活的试管苗小 

批 量的移 植到 田间 ，移植成 活率几乎为 100％。移植 苗 20d 

左右开始迅速生长 ，60d时收割的鲜菜比同期播种的实生苗 

增产 16％。对田间移植成活 的试管苗和播种的实生苗进行 

观察还 表明 ，移植苗不仅生长非常旺 盛 ，而且根系增加 了 

1．5~2．0倍 。叶色浓绿。 

3 讨论 

虽然国内已有叶用莴苣组织培养研究的报道I51 ol。但迄 

今未见 国外引进品种以嫩茎为材料的生菜组织培养及无性 

系建立的报道 。本研究以引进的生 菜品种——罗马生菜 的 

嫩茎为材料，成功地进行了愈伤组织诱导、愈伤组织分化、 

试管苗生根、试管苗移栽及移植的研究 。建立起罗马生菜的 

无性系。由此证明。罗马生菜的非分生组织细胞也具有全 

能性 。 

以不定芽 分化 的方法进行分化繁殖培养 ，45 d分化增 

殖率为 5．8倍 。按照 这个速度 进行繁 殖 。1年 的繁殖率 为 

5．88，约为 130万个。说明用这种方法进行快速繁殖 ，可以达 

到快速繁殖的 目的 ，满足生产的需要。同时。这项技术也证 

明，把植物组织培养快速繁殖技术应用于引进优良杂交种， 

既能避免经常引种造成麻烦和高额的花费。又能保证在自 

身无法制种的情况下 ，使引进 的优 良杂交种得到推广应用。 

移植到田间的试管苗，不仅生长非常旺盛、根系增加了 

1．5~2．0倍 ，叶色浓绿，而且 60 d时收割的鲜菜比同期播种 

的实生苗增产 16％。移植的试管苗产量的提高、生长旺盛。 
～

方面与培养的材料生长非常旺盛有关．另一方面与试管 

苗的根系非常发达有关。 
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表 2 黄瓜产量调查 

园艺博览 

3行分别摘瓜数量∥ 折单产 比对照增产 增产 

兰 蔓 篁 笪 箜 堡垩塑堡 ! 圣／／ 
试验 100．3 101．2 96．9 99．5 114．89 31．92 39．8 

堕 ! ： ! ： ：! ! ： 墼： = = 

3．5 对棚内二氧化碳浓度影响 

因无二氧化碳浓度测量仪器，没有具体的调查数据。从 

黄瓜植株长势调查发现，采用该技术的植株节间短而粗、长 

势壮 、叶片厚 、表面有光泽 、墨绿色 ；而对照棚黄瓜植株明显 
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表 1 不同振荡频率与光照强度对鸡腿菇菌丝生长的影响 

注 ：每个水平重复 3次。 

暗较弱光 、室内散射光更能满足菌丝生长的要求。 

2．2 不同含糖度对鸡腿菇菌丝干重的影响与菌丝生长对糖 

的消耗 

配制含糖度分别 为 1．0％、1．5％、2．0％、2．5％、3．0％、3．5％ 

的 6个不同水平的培养液 ，在 25~(2条件下接种培养 6d后测 

定培养液的含糖度 ，检查鸡腿菇生长中对糖的消耗，结果见 

表2。试验表明，接种前后培养液的糖消耗率 3％左右，说明 

鸡腿菇菌丝生长对糖消耗受培养液含糖度的影响不大；但 

菌丝干重与培养液含糖度呈正相关。 

表 2 不同含糖度对鸡腿菇菌丝干重的影响与菌丝生 

长对糖的消耗 

2．3 不同梯度的 ptt值培养液对菌丝生长的影响 

配制 pH值为 2、3、4、5、6、7、8不同梯度的培养液 ，在 

25~(2条件下摇瓶培养6d测培养液 pH值，检查生长后培养 

液 pH值的变化 ．结果见表 3。试验 表明 ，培养液pH 值对菌 

丝生长影响很大．对比接种培养前后培养液 pH值的变化 

情况，发现鸡腿菇接种在不同pH值梯度的培养液中培养， 

长势弱、节间长而细、叶片黄而薄，这些现象证明了试验棚 

内二氧化碳浓度高，光合作用强。 

4 结论 

冬暖棚采用秸秆生物反应堆及疫苗技术栽培黄瓜，能 

提高棚内气温 1．65~(2、地温高 3．81~(2；提 早摘瓜上市 12d，延 

长摘瓜 20d以上；平均每天每棵黄瓜植株比对照增长高度 

0．2cm 左右；增加棚内二氧化碳浓度 ，提高黄瓜产量 ，增产幅 

度 30％以上 。 
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最后都将培养液 pH值调至6．5左右。表明鸡腿菇菌丝代谢 

具有调整 pH值 的功能 ，菌丝在 pH值 3-8都能生长 ，生长 

最适 pH值为 5-6。 

表 3 不同梯度的 pI-I值培养液对菌丝生长的影响 

2．4 不 同菌种在原种瓶与栽培袋中的对 比试验 

按前述每组 10次 重复 ，记载菌丝长满时间，取 10次重 

复的平均值。按天计算，结果见表4。结果表明，摇瓶菌种较 

固体菌种在固体基质上能多点萌发，菌丝可多方向延伸，生 

长均匀、快速 ，能提早 8-10d满瓶(袋)，生长速度在原种瓶 

要快 0．425cm／d。在栽培袋快 0．406cm／d，使用摇瓶菌种接种 

固体基质制作的原种，能兼具液体菌种和固体菌种的优点。 

表 4 不 同菌种在原种瓶与栽培袋中菌丝满瓶、满 
袋 时间与长速 
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